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本稿では，パスサンプリング法の代表的手法であるストリング法（E et al., 2002; Maragliano
et al., 2006）について解説する．ストリング法は，構造変化における典型的なパスウェイであ




ストリング法を酵素タンパク質の構造変化へ応用した著者らの研究（Matsunaga et al., 2012）に
ついて紹介する．なおストリング法にはいくつかのバリエーションが存在するが，本稿で解説
する方法は，現在の生体分子シミュレーション研究で用いられることの多い String Method in















タンパク質とその周りの溶媒も含めた N 原子系のデカルト座標 x ∈ R3N を考える．系がポ
テンシャルエネルギー関数 U(x)を感じて運動しているとすると，温度 T における x の平衡分
布はボルツマン分布となる，
p(x) = e−βU(x)/Z.(2.1)







とが多い．そこで，注目する部分自由度を z = {z1, z2, . . . , zn} (n  N)とし，これを collective
variableと呼ぶことにする．元々のデカルト座標 xから collective variableへの射影を z′(x)と
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すると，collective variable zが平均的に感じる実効的なエネルギ （ー自由エネルギーまたは平均
力ポテンシャルと呼ばれる）W (z)は以下となる，




以下では collective variable zの運動を近似して表現し，collective variable空間における構造
変化のMPPを定式化する．まず，collective variable zの運動の特徴的な時間スケールが他の自
由度に比べて非常に遅いと仮定する．その時，collective variable z の運動は，自由エネルギー
W (z)上の拡散現象として近似することができる．具体的には，z以外の自由度の緩和の時間ス
ケールよりも長く，かつW (z)が一定として近似できる短い時間スケールをΔtとすると，z(t)
から z(t + Δt)への時間発展方程式は以下となる（Ermak and McCammon, 1978），












感じる摩擦係数の逆数に対応し，非対角項Dij は ziと zj 間のタンパク質内部自由度を介した相
互作用や，溶媒を介した流体力学的相互作用等を非等方的な拡散として繰り込んで表現してい
る．zが変化するとともにタンパク質内部の相互作用や周りの溶媒の配置も変化するので，一般
に拡散テンソルD(z)は z に依存する．R(t)はガウス熱雑音（Gaussian thermal noise）であり，
〈Ri(t)〉 = 0と 〈Ri(t)Rj(t)〉 = 2DijΔtを満たす．
次に collective variable空間における構造変化パスウェイを表現するために，媒介変数 s (0 ≤




ることができる．式（2.3）では，Ri がガウシアンであるので，Ri = 0が最も実現されやすい値


















[−βD(z)∇W (z) +∇ ·D(z)]⊥ = 0.(2.5)






いと仮定し，式（2.5）の −βD(z)∇W (z)と ∇ ·D(z)のどちらが大きな値を持つかを見てみる．
拡散テンソルD(z)は，Einsteinの関係により kBT (= β−1)に比例するため，変数変換を行って
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kBT に依らない量M (z) = βD(z)を使って式（2.5）を書き直す，
[−M (z)∇W (z) + kBT∇ ·M (z)]⊥ = 0.(2.6)
自由エネルギーバリアの高さに比べて熱エネルギー kBT が小さい場合，式（2.6）の∇W (z)に比
べ，kBT∇ ·M (z) は小さな値になることが期待される．したがって，式（2.6）を以下のように近
似する（Maragliano et al., 2014），
[−M (z)∇W (z)]⊥ = 0.(2.7)
最後の問題は，計算困難な量であるM (z) = βD(z)を如何に扱いやすい形で近似するかであ
る．D(z)は様々な相互作用を繰り込んだ統計量であるため，数値計算でも正しく評価すること
は困難である．また仮に計算が可能だとしても，D(z)の評価のために計算量が膨大になっては
元も子もない．そこで最もシンプルな近似として，元々のデカルト座標 xを collective variable
空間へ射影する際のスケール変換の影響だけを考慮して，M (z)を計量テンソル（metric tensor）
Mmetric(z)で置き換える（Johnson and Hummer, 2012）．元々のデカルト座標 xから collective
variableへの射影を z′(x)とすると，計量テンソルMmetric(z) は，計量の z′(x) = z における
期待値（カノニカル集団平均）として以下のように定義される（Maragliano et al., 2014），


























ここで，〈·〉z′(x)=z は，z′(x) = z におけるカノニカル集団平均を意味する．Collective variable






経路の定義であり，以下で書き表される（Maragliano et al., 2014），










ギー経路がMPPを良く近似することを示している（Maragliano et al., 2014）．一方で Johnson










グ法のアルゴリズムを紹介する．まずおおまかにストリング法とは，collective variable z の値
を全原子レベルのMDシミュレーションの情報を使って動かし，今度は zを追って全原子MD
シミュレーションが移動するということを繰り返す，いわばマルチスケール的なアルゴリズム
である．したがって，collective variable z と全原子MDシミュレーションは，互いに情報をや
りとりさせながらも，それぞれは別個の系として動かしていくということに注意されたい．
前章と同様に，collective variable空間における構造変化パスウェイを媒介変数 s (0 ≤ s ≤ 1)
を用いた曲線 z(s)で表す．そして数値計算にのせるために z(s)を離散化して，R個の点 {zα}











ズムは以下となる（Maragliano et al., 2006）：
（1） 各イメージ zα 周りで全原子MDシミュレーションを行い，Mmetric(zα)と −∇W (zα)
を推定する




ルギー U(x)に対して zαを中心とする調和的な束縛（harmonic restraint）を加えた以下のポテン
シャル関数 Uα(x)の下でシミュレーションを行う，




ここで，κはバネ定数であり，z′(x)はデカルト座標 xから collective variableへの射影である．
全原子MDシミュレーションから得られるサンプルを xt (t = 1, . . . , T )とすると，Mmetric(zα)
と −∇W (zα)の推定量は以下となる（Maragliano et al., 2014）：

























これらは κ → ∞ の極限で不偏推定量となる．したがってストリング法では，アンブレラサ
ンプリングなどの通常の束縛付き MD シミュレーションに比べて大きな値の κ が用いられ
る．例えば著者らが行った酵素タンパク質の応用研究においては，アンブレラサンプリングで
κ = 0.1 kcal/(mol A˚2)を用い，ストリング法で κ = 10 kcal/(mol A˚2)を用いた．
ステップ（2）では，適当に小さな Δtを選び，各イメージ zα を以下のように動かす，
zα ← zα + [−Mˆmetric(zα)∇̂W (zα)]⊥Δt.(3.3)
直交成分 [·]⊥の抽出計算では，まずパスウェイの接線方向を一次近似で (zα−zα±1)/ |zα − zα±1|
として求め，その後 [−Mˆmetric(zα)∇̂W (zα)]の接線方向への射影を取り除く操作を行う．接線
成分は，次のステップ（3）の再配置でも近似的に取り除かれると期待されるため，文献によって
は直交成分を抽出せずに [−Mˆmetric(zα)∇̂W (zα)]Δtで動かすものもある（例えば Maragliano et
al., 2014）．
ステップ（3）ではまず，イメージ移動の際の統計誤差をなめすために簡単な Low-passフィルタ
zα ← (1− h)zα + h
2
(zα−1 + zα+1),(3.4)
































主成分への射影は線形（第 i主成分は zi =
∑
k ci,k(xk − 〈xk〉)）なので，計量テンソルMmetric(z)
が定数となり，式（3.2）第 1式の計算を省略することができる．例えば，タンパク質の不斉炭素
































ステップ（1）で既に自由エネルギーの勾配 ∇W (zα)を推定しているので，zα と z1 との間の自
由エネルギー差はパスウェイに沿った線積分の形で
W (zα)−W (z1) ∼
α−1∑
α′=1
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でしまった．そこで著者らは，ストリング法によるイメージ {zα}の時間発展を止めて，各イ
メージ zα周りのアンブレラサンプリングを行い，以下で解説する多状態ベネット受容比法を適
用する計算法を提案している（Matsunaga et al., 2012）．
以下，厳密性を持たせるために collective variable zα の揺らぎも考慮に入れて，collective
variable空間を {zα}を母点としてボロノイ分割した上での各ボロノイセル Bα の自由エネル
ギーW (Bα)を評価することにする．通常，アンブレラサンプリングの後処理としてはヒストグ









グ法の時よりは弱いバネ定数 κを用いる）．各アンブレラ系 α (α = 1, . . . , R)から Tα 点のサン
プルが得られたとして，まとめて {xαt}Tαt=1と表す．多状態ベネット受容比法では，各アンブレ
ラ系の（無次元化された）自由エネルギー fα = − ln
∫
dx exp[−βUα(x)]の推定量 fˆα を，以下の
式を自己無撞着に解いて求める（Shirts and Chodera, 2008）：






γ=1 Tγ exp[fˆγ − βUγ(xκt)]
,(3.7)







dx exp[−βU(x)]と ZA =
∫
dxA(x) exp[−βU(x)]を考え，それぞれサンプル点数


















にいるときにだけ 1をとり他は 0をとるような指示関数（indicator function）χα(z′(x))の期待値











図 1．アデニル酸キナーゼの結晶構造．（a）基質無しのオープン構造（PDB ID: 4ake）と，






更に，各ボロノイセル Bα内における A(x)のカノニカル集団平均の推定値 Aˆαを，条件付き


















本章では，酵素タンパク質であるアデニル酸キナーゼ（Adenylate Kinase; AK, 214残基）の構
造変化に対してストリング法を応用した著者らの研究を紹介する（Matsunaga et al., 2012）．AK
は，ATPとAMPから，ADPを 2分子生成するリン酸基転移反応ATP+AMP 2ADPを可逆
的に触媒する酵素であり，細胞内のエネルギーバランスを調節することで細胞の恒常性維持に




















6×3−6 = 12個必要であると予想される．そこで，ここでは第 1～第 20主成分までを collective
variableとして定義してストリング法計算を行った．初期パスウェイは，クローズド構造から











MDライブラリである μ2lib（Terada et al., 2012）を使用した．計算資源には，理研のスーパー
コンピュータである RIKEN Integrated Cluster of Clusters（RICC）の約 500コアを用いた．





























テスト（コミッターテスト）を行った．バリア付近のイメージ {zα|α = 32, 33, 34}周辺から，そ
れぞれ 10 nsの束縛無しのMDを 40個計算した後の分布が図 3左である．バリアの前後によっ
て 10 ns後の分布が分かれており，確かに遷移状態となっていることが分かる．その後，AMP
部位と AKとの相互作用を調べた結果，α = 32から α = 34の間に少しだけ AMPbドメインが
動くだけで，AMP部位と AMPbドメインとの間に水素結合が 3つ形成されることが判明した





増やした時に，誤って AMPが LIDドメインへ結合し AKの機能が阻害されるという実験研究
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図 3．コミッターテストの結果．（左）Holo-AK においてバリア付近のイメージ {zα|α =
32, 33, 34} 周辺からそれぞれ束縛無しの全原子 MDシミュレーションを 40 個ながし，
10 ns 後の構造をイメージを母点とするボロノイセルへ射影した分布．（右）バリアの前
後における基質（Ap5A）とタンパク質の相互作用の変化の様子．バリアの前後で相互作









2005）．例えば Transition Path Theory（TPT）は，平衡状態のアンサンブルの中から構造変化に
対応するトラジェクトリのみを抜き出し，その分布や確率流を取り扱う統計理論を展開してい
る（Vanden-Eijnden, 2006）．最近では TPTを理論的基盤として，ストリング法に動的要素を付
加した新たなパスウェイ探索法が開発されたり（Vanden-Eijnden and Venturoli, 2009），タンパ
ク質フォールディングシミュレーションのデータからどの構造がどの程度フォールディングし
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Conformational Transition Pathways in Proteins Explored
by the String Method
Yasuhiro Matsunaga
RIKEN Advanced Institute for Computational Science
Conformational transitions of proteins are essential for the regulation of important
chemical reactions in cells. Although all-atom molecular dynamics simulation is a pow-
erful technique to investigate atomic details of protein dynamics, it is hard to access the
time-scale of such slow transitions with conventional brute-force simulations. This arti-
cle reviews a method, called the string method, which is designed for eﬃciently ﬁnding
transition pathways in proteins. In particular, practical issues of the method, such as free
energy calculations along the pathways, are discussed in detail. The method is applied to
the conformational transition of Adenylate Kinase. It is shown that the transition pathway
identiﬁed by the method reveals atomic details of the transition mechanism.
Key words: Rare event, string method, minimum free energy path, free energy calculation, Adenylate
Kinase.
